Микробиологические методы для определения остатков антибактериальных веществ в свежем мясе (обзор) by Šalomskienė, Joana & Žvirdauskienė, Renata
 
ISSN 1392-0227. MAISTO CHEMIJA IR TECHNOLOGIJA. 2004. T. 38, Nr. 1 
 
Mikrobiologiniai metodai antibakterinių medžiagų likučiams šviežioje 
mėsoje nustatyti (apžvalga) 
 
J. Šalomskienė 
KTU Maisto institutas, Taikos pr. 92, LT-51180 Kaunas; mikrobjs@lmai.lt 
R. Žvirdauskienė 
Kauno technologijos universitetas, Radvilėnų pl. 19, LT-50270 Kaunas; renadai@one.lt 
 
 
 Straipsnyje nagrinėjama antibakterinių medžiagų likučių maisto produktuose problema. Aprašomi 
antibakterinių medžiagų naudojimo gyvulininkystėje tikslai, jų patekimo į gyvulio organizmą būdai. 
Apžvelgiami antibakterinių medžiagų likučių patekimo į maisto produktus keliai. Analizuojamas jų poveikis 
vartotojų sveikatai ir įtaka gamybiniams procesams. Nagrinėjami likučių nustatymo metodai, jų kūrimo ir 
tobulinimo procesai. Analizuojami faktoriai, turintys įtakos mikrobiologinių antibakterinių medžiagų likučių 
nustatymo metodų jautriui: jautrios bakterijų kultūros rūšis, kultūros kiekis mitybos terpėje, terpės sudėtis ir 
jos pH, terpės sluoksnio storis lėkštelėje. Aptariami mikrobiologinių metodų modifikavimo įvairiose šalyse 
klausimai. Pateikti mėsos užterštumo antibakterinėmis medžiagomis kai kuriose šalyse duomenys.   
 Raktažodžiai: mikrobiologiniai metodai, mėsa, antibakterinės medžiagos. 
 
 
 Antibakterinės medžiagos veterinarinėje 
medicinoje ir žemės ūkyje vartojamos sergantiems 
gyvuliams gydyti, siekiant užtikrinti gerą gyvulių 
savijautą bei neleisti plisti pavojingoms infekcijoms. Į 
gyvulio organizmą šios medžiagos patenka keliais 
būdais [1]: 
 1) gydant infekcinėmis ligomis susirgusius 
gyvulius; 
 2) vartojant profilaktiškai, norint išvengti 
susirgimo arba gyvuliui persirgus infekcine liga; 
 3) skatinant gyvulių augimą (didinant 
gyvulininkystės efektyvumą antibakterinių 
medžiagų preparatai naudojami kaip pašarų 
priedai). 
 Netrukus po to, kai antibakterinės medžiagos 
pradėtos naudoti gyvuliams gydyti, buvo pabandyta 
dėti jų priedus į pašarus. 1946 m. pastebėta, kad 
streptomicino priedas viščiukų pašare skatina jų 
augimą. Ieškant vitamino B12 šaltinių, 1949 m. į 
pašarus imta dėti chlortetraciklino fermentacijos 
produktų priedų, nuo 1950 m. antibakterinių 
medžiagų priedai pradėti naudoti kiaulių ir karvių 
pašaruose. Labiausiai pašarai su antibakterinių 
medžiagų priedais išpopuliarėjo šešiasdešimtaisiais 
metais [2−4]. Antibakterinės medžiagos veikia 
gyvulio virškinamojo trakto mikroflorą ir sunaikina 
toksinus gaminančias bakterijas, dėl to geriau 
pasisavinamos pašaro sudėtinės dalys [5], sutrumpėja 
tukimo periodas, mažėja susirgimų skaičius, 
gaunamas nemažas ekonominis efektas [2, 6]. Tačiau 
per daug ir dažnai nekontroliuojamai vartojant 
antibakterinius preparatus gyvulininkystėje, atsirado 
pavojus, kad šių preparatų likučiai su gyvūninės 
kilmės maisto produktais gali patekti vartotojams. 
Nors daugelis antibakterinių medžiagų yra 
nekenksmingos gyvulio ar žmogaus, vartojančio 
gydyto gyvulio produktus, sveikatai, tačiau daugelis 
jų yra cheminės medžiagos, kurių maisto 
produktuose neturėtų būti.  
 Daugelis mokslininkų tyrė neigiamą 
antibakterinių medžiagų likučių maisto produktuose 
poveikį vartotojų sveikatai [2, 4, 7−12]. Žmonių 
sveikatos požiūriu antibakterinių medžiagų likučiai 
jautriems asmenims gali sukelti alergines reakcijas 
[9, 13−18], suardyti natūralią mikrobinę žarnyno 
ekosistemą [3, 6, 9]. Gaunant nedideles 
antibakterinių medžiagų dozes, atsiranda 
antibiotikams atsparios mikroorganizmų padermės 
[9, 18−20]. Tokiu būdu įgytas rezistentiškumas gali 
būti perduotas į žarnyną pakliuvusiems 
patogeniniams mikroorganizmams, o vėliau gydant 
jų sukeltus susirgimus analogiški antibiotikai gali 
neturėti pageidaujamo efekto. Problema gali kilti ir 
atliekant imunologinius tyrimus, nes gali būti 
sunkiau nustatyti infekcinį susirgimą ir paskirti 
efektyvų gydymą [1, 5, 12, 21, 22]. Gaminant 
fermentuojamus mėsos produktus, žaliavoje buvę 
antibakterinių medžiagų likučiai iškreipia 
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vykstančius mikrobiologinius procesus, apsunkina 
gamybos procesą, pakenkia galutinio produkto 
kokybei. Rūkytoms dešroms naudojant mėsą su 
antibakterinių medžiagų likučiais, sutrinka brendimo 
metu vykstantys mikrobiologiniai procesai ir 
nukenčia jų kokybė. 
 Į gyvūninės kilmės maisto produktus 
antibakterinių medžiagų likučiai patenka dėl kelių 
priežasčių. Viena iš jų – karencijos (laikas, per kurį 
vaistai pasišalina iš gyvulio organizmo arba jų 
sumažėja tiek, kad jų nebeįmanoma aptikti, ir jie 
nedaro įtakos gyvūninės kilmės maisto produktų 
technologinėms savybėms bei vartotojų sveikatai) 
periodo nesilaikymas [23]. Gyvuliams gydyti 
naudojami vis efektyvesni vaistai, kurie iš organizmo 
pasišalina tik po kurio laiko. Kai antibakterinių 
medžiagų preparatai naudojami kaip pašarų priedai, 
jie gali būti randami mėsoje, kai gyvuliai skerdžiami 
nepraėjus nurodytai laiko trukmei po jų vartojimo 
nutraukimo. Duodant gyvuliams antibakterinių 
preparatų būtina laikytis konkretaus vaisto vartojimo 
instrukcijos, kurioje karencijos laikas turi būti 
nurodytas. Gyvulių augintojas antibakteriniais 
vaistais gydyti gyvūnus gali tik rekomendavus 
veterinarijos specialistui. Neracionaliai vartojant 
vaistus darosi vis sunkiau išgydyti infekcinius 
susirgimus. Tokiu atveju tenka kurti vis naujus 
stipresnius vaistus. Gydyti nerekomenduojami 
preparatai, į kurių sudėtį įeina tetraciklino grupės 
antibiotikai ar kitos baktericidinį poveikį turinčios 
medžiagos. Kai kurie mokslininkai nerekomenduoja 
gydymui vartoti preparatų, į kurių sudėtį įeina 
daugiau kaip du antibiotikai, nes kai kurios 
mikroorganizmų padermės greitai pripranta prie 
antibiotikų ir šiuo atveju pripranta prie viso 
komplekso iš karto. Pasirenkant dviejų antibiotikų 
veikimo mechanizmą, geriausiai, kai jie veikia 
skirtingas mikroorganizmų ląstelių struktūrines dalis 
[24, 25]. 
 Analizuojant antibiotikų dinamiką organizme 
nustatyta, kad atskirų preparatų išsilaikymo trukmė 
mėsoje, inkstuose, injekcijos vietoje nevienoda. 
Antibiotikas gentamicinas raumenyje ir kepenyse 
nebeaptinkamas po 5 parų, o inkstuose bei injekcijos 
vietoje išnyksta tik po 45 parų [26]. Kad inkstuose 
antibiotikai aptinkami ilgiausiai, patvirtina ir kiti 
autoriai [27]. Apdorojant ir kaitinant mėsą kai kurie 
preparatai, tarp jų tetraciklinas, sulfonamidai, 
aktyvumo nepraranda [28]. Po terminio apdorojimo 
penicilinas praranda antibakterinį aktyvumą, todėl jo 
negalima aptikti tradiciniais tyrimų metodais, tačiau 
susidarę penicilino skilimo produktai turi ne tik tokį 
pat alergizuojantį poveikį, bet yra toksiškesni, nei 
pats penicilinas. Penicilino rekomenduojamas 
karencijos laikas 72 valandos, tačiau jo likučių 
galima aptikti ir po 18 parų. Į visą tai reikia 
atsižvelgti prognozuojant gydytų gyvulių skerdimo 
terminus bei mėsos perdirbimo būdus, kurių 
nesilaikant vartotojui patenka mėsa su 
antibakterinėmis medžiagomis [29]. 
 Daugelyje šalių visos pastangos skiriamos tam, 
kad gyvulinės kilmės maisto produktai su 
antibakterinių medžiagų likučiais nepatektų 
vartotojui. Potencialios grėsmės vartotojų sveikatai 
suvokimas tapo priežastimi, dėl kurios jau 60-aisiais 
metais pradėta kurti aplinkos ir maisto produktų 
monitoringo sistema. Buvo parengti cheminių 
medžiagų radimo bei identifikavimo metodai bei 
nustatytos jų likučių, nekenksmingų vartotojui, lygio 
ribos – didžiausi leidžiami likučių kiekiai (DLK) 
[30]. Lietuvoje didžiausi leistini veterinarinės 
medicinos preparatų likučių kiekiai gyvūniniuose 
maisto produktuose taip pat reglamentuojami∗. 
 Lenkijoje antibiotikų likučių mėsoje tyrimai 
pradėti 1968 m. vadovaujant prof. T. Juszkiewicz, o 
1984 m., padidėjus importuotojų reikalavimams 
mėsos ir jos gaminių kokybei, buvo pradėta 
nuolatinė cheminių ir biologinių likučių mėsoje 
kontrolė. Olandijoje antibiotikų mėsoje tyrimai 
atliekami nuo 1970 m., JAV paukštiena ir kiaušiniai 
pradėti tirti nuo 1965 m.  
 Atsižvelgiant į tai, kad antibiotikų bei kitų 
medžiagų su antibakteriniu veikimu, kurios gali būti 
vartojamos gyvulininkystėje, sąrašas yra labai ilgas 
ir jame daug skirtingos cheminės sudėties junginių 
grupių, nėra vienos visų galimų medžiagų radimo bei 
identifikavimo metodikos.  
 Sukurta [31] integruota kokybinio ir kiekybinio 
antibakterinių medžiagų likučių maisto produktuose 
tyrimo strategija, kurią sudaro efektyvi antibakterinių 
medžiagų likučių kontrolė iš keturių etapų: 
1. Mikrobiologinis apžvalginis inkstų tyrimas 
skerdykloje (šis tyrimas nuolat atliekamas 
Belgijoje). 
2. Atrankinis tyrimas imuniniais metodais 
inhibitorių grupėms (sulfonamidų, β-laktamų, 
tetraciklinų, aminoglikozidų, makrolidų, 
chloramfenikolio) identifikuoti. 
3. Imuniniais metodais išskirtų inhibitorių grupių 
identifikacija cheminiais metodais. 
4. Kiekybiniai identifikuotų antibakterinių 
medžiagų likučių tyrimai. 
 Tačiau ši sistema nė vienoje šalyje nėra įdiegta 
visiškai. Priklausomai nuo šalies taikomas vienas ar 
keletas atskirų etapų [31]. 
 Mėginiams su antibakterinių medžiagų likučiais 
aptikti aprašyta daug metodų, skirtų rūšiavimo 
                                                          
∗ Dėl didžiausių leistinų veterinarinės medicinos preparatų 
likučių kiekių gyvūniniuose maisto produktuose. LR Valstybinės 
maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus 2000 m. 
gruodžio 29 d. įsakymas Nr. 395 (VŽ, 2001, Nr. 13-416). 
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tikslams. Tai dažniausiai mikrobiologiniai 
antibakterinių medžiagų nustatymo metodai, kurių 
esmę sudaro aerobinių sporinių bakterijų kai kurių 
metabolitinių reakcijų slopinimas. Tyrimams 
naudojamos lėkštelės, į kurias išpilstyta standi terpė, 
besiskirianti pH reikšme ir jautrios bakterijų kultūros 
rūšimi [32]. Kai mėginyje yra antibakterinių 
medžiagų, stabdomas bakterijų (didelio jautrumo 
testavimo kultūrų), pasėtų standžioje mitybos 
terpėje, augimas, kuris pasireiškia skaidrių zonų 
aplink mėginį susidarymu.  
 Dažniausiai mikrobiologiniuose metoduose 
naudojamos testavimo kultūros yra Bacillus 
stearothermophilus, Bacillus subtilis ir Micrococcus 
luteus [33, 34]. Jautrių kultūrų padermės įsigyjamos 
iš oficialių kultūrų kolekcijų, pvz., iš ATCC 
(American Type Culture Collection), arba iš BGA 
(Bundesgesundheitsanstalt), kad būtų garantuotas jų 
jautrumas antibakterinėms medžiagoms, kuris turėtų 
nekisti dėl daugkartinio persodinimo laboratorijos 
sąlygomis. Tyrimams reikalinga B. stearothermo-
philus, B. subtilis ar Bacillus cereus sporų suspensija 
gaunama šias kultūras auginant, persodinant, 
plaunant, centrifuguojant ir kaitinant (paprastai 
70 °C temperatūroje 30 min). Taip paruošta sporų 
suspensija gali būti ilgai naudojama, kultūrų nereikia 
dažnai persodinti ir atnaujinti. 
 Metodai, kurių veikimo principai pagrįsti šiomis 
kultūromis, yra naudojami oficialiose kontrolės 
laboratorijose. Jais galima aptikti daugelio rūšių 
antibiotikų (β-laktamus, tetraciklinus, aminogliko-
zidus, makrolidus) ir sulfonamidus. Šios kultūros 
naudojamos taip vadinamuose kokybiniuose 
metoduose, kurie duoda atsakymą, ar yra tiriamoje 
medžiagoje antibakterinių medžiagų. Kokybinis 
antibakterinių medžiagų likučių tyrimo metodas gali 
būti naudojamas prieš cheminę analizę [35, 36], 
tokiu būdu žymiai sutrumpinant šio tyrimo laiką ir 
kainą. Terpės pH dažniausiai svyruoja tarp 7 ir 8. 
Šiais metodais taip pat galima išskirti kai kurias 
antibakterinių medžiagų likučių grupes [37, 38]. 
Kokybiniais mikrobiologiniais metodais nustatomas 
tik antibakterinių medžiagų buvimas tiriamame 
objekte. Šių metodų jautrumas priklauso nuo 
pasirinktos jautrios kultūros ir yra skirtingas. 
B. stearothermophilus yra labai jautri penicilinui 
(aptinkama net 0,003 µg/ml). Tačiau ji palyginti 
mažai jautri aminoglikozidams (aptinkama 
1,0−4,0 µg/ml). Todėl esant streptomicino likučiams, 
rezultatas bus neigiamas. Atvirkštinė situacija 
gaunama naudojant B. subtilis. Makrolidams abejų 
kultūrų jautrumas panašus. Net naudojant tą pačią 
testavimo kultūrą ir terpę, nedideli skirtumai gali 
nulemti skirtingus tyrimo rezultatus.  
 Ne mažiau nei parinkti jautrią kultūrą yra svarbu 
tinkamas tos kultūros kiekis terpėje. Paprastai jis 
svyruoja nuo 104 iki 106 KSV/ml terpės. Priimta, kad 
kuo mažesnė jautrios kultūros koncentracija terpėje, 
tuo didesnės stabdymo zonos, o tuo pačiu didesnis ir 
testo jautrumas [39]. Tačiau yra būtinas minimalus 
suspensijos kiekis, kad būtų gauti pakankamai aiškūs 
rezultatai. 
 Greta testavimo kultūrų jautrumo svarbus 
faktorius yra ir mėginio paruošimas tyrimui, 
naudojamų terpių savybės, nes įvairiems 
antibiotikams išskirti naudojamos skirtingų pH 
terpės [27, 40, 41]. Kai kuriose šalyse naudojamuose 
metoduose ant terpės su jautria testavimo kultūra 
dedami tiriamosios mėsos diskai [38, 42], kitose − 
mėsos mėginiai turi būti homogenizuojami su 
skirtingų pH reikšmių buferiniais tirpalais, ir šie 
homogenizuoti tirpalai naudojami kaip tiriamoji 
medžiaga [43, 44]. Neseniai Lietuvoje pradėtas 
naudoti Lenkijos mokslininkų pasiūlytas metodas 
[45], kai ant terpės su jautria testavimo kultūra 
dedami popieriaus skrituliukai, sumirkyti mėsos 
syvuose [46]. Lėkštelių metoduose didelę reikšmę 
turi ir standžios terpės sluoksnio storis, priklausantis 
nuo terpės, įpiltos į lėkštelę, kiekio. Mažesnis terpės 
sluoksnio storis leidžia antibiotikui geriau difunduoti 
bei sudaro geresnes jautrios kultūros augimo sąlygas. 
Per mažas agaro kiekis gali išdžiūti, ypač 
inkubuojant aukštoje temperatūroje (atliekant 
tyrimus su B. stearothermophilus).  
 Mikrobiologiniai antibakterinių medžiagų 
nustatymo metodai gali būti naudojami kaip 
kiekybiniai, t. y. antibiotiko kiekiui produkte 
nustatyti, bet tik tuomet, kada tiksliai žinoma, koks 
tai antibiotikas, pvz., atliekant antibiotiko 
išsiskyrimo iš organizmo laiko tyrimą.  
 Kiekybiniuose mikrobiologiniuose metoduose 
testavimo kultūra ir terpės pH parenkami 
atsižvelgiant į tyrimo tikslą. Tiriant penicilino 
likučius, optimalia kultūra laikoma M. luteus 
ATCC 9341 ir terpė, kurios pH 6,6−6,8, tetraciklino 
− B. cereus ir terpė, kurios pH 5,7−5,9. Tinkamas pH 
parinkimas sudaro galimybę geresniam antibiotiko 
difundavimui iš tiriamos medžiagos, tuo pačiu ir kuo 
didesnių jautrios kultūros augimo stabdymo zonų 
susidarymui.  
 Mikrobiologinių antibakterinių medžiagų likučių 
nustatymo kokybinių ir kiekybinių metodų 
pritaikymą riboja jų jautris sulfonamidams ir 
chloramfenikoliui bei kai kuriems kokcidiostatikams. 
Šioms medžiagoms nustatyti turi būti naudojami 
instrumentiniai metodai, tokie kaip chromatografija, 
elektroforezė, radioimunologiniai ar 
imunofermentiniai metodai.  
 Daugeliu atveju nustatant antibakterinių 
medžiagų likučių buvimą gyvūninės kilmės maisto 
produkte nėra žinoma apie naudotą gydymą, nors tai 
palengvintų antibakterinės medžiagos nustatymą. 
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Tokiais atvejais mikrobiologiniai metodai, pvz., 
metodų rinkinys iš Microbiology Laboratory 
Guidebook, UD FDA, turi ribotas panaudojimo 
galimybes [44]. Šiais metodais patikimai galima 
identifikuoti peniciliną, tetracikliną (be jų 
atskyrimo), streptomiciną, neomiciną ir eritromiciną. 
Metodo esmė − lygiagrečiai atliekami tyrimai 
panaudojant skirtingas šiems antibiotikams jautrias ir 
atsparias bakterijų kultūras. Tiriant peniciliną, jo 
buvimas patvirtinamas lygiagrečiai atliekant 
bandymą su tuo pačiu mėginiu, į kurį papildomai 
įpilta penicilinazės. Antibiotikų identifikavimui, 
kuris yra privalomas esant nustatytoms DLK 
reikšmėms, t. y. taip vadinamiems didžiausiems 
likučių kiekiams [47], yra reikalingi instrumentiniai 
metodai, tokie kaip HPLC (plonasluoksnė skysčių 
chromatografija), dujinė chromatografija ir masių 
spektrometrija. Tam reikia turėti specialią įrangą, 
kvalifikuotą personalą, kas visuomet yra susiję su 
finansiniais ištekliais.  
 1969 m. Sidnėjaus mokslininkas M. Bell sukūrė 
kalibruotą dichotominį jautrumo tyrimo metodą – 
CDS (Calibrated Dichotomous Sensitivity) – 
difuzijos į agarą metodą antibiotikams nustatyti, 
panaudojant jautrias mikroorganizmų kultūras [48]. 
Pagrindinis šio tyrimo, pagrįsto Humphrey ir 
Lightbown difuziniu antibiotikų diskų metodu [49], 
privalumas – technikos paprastumas ir interpreta-
vimo galimybė.  
 Šiame metode naudojama Oxoid firmos jautri 
terpė Sensitest CM 331, parinkta dėl jos patikimumo, 
garantuotos kokybės ir ypatingo jautrio 
gramneigiamiems mikroorganizmams bei 
sulfonamidams. Terpė paruošiama su didesne 
jautrios kultūros koncentracija, nei kituose 
mikrobiologiniuose tyrimo metoduose (107 KSV/ml), 
kad būtų užtikrintas susiliejantis ir vienalytis 
„gazono“ augimas. Jautrios kultūros šiame metode 
pasirenkamos atsižvelgiant į tiriamą antibakterinę 
medžiagą. Tai gali būti: Bacteroides fragilis 
ATCC 25285, Campylobacter jejuni NCTC 11168, 
Enterococcus faecalis POW 1994, Eschrichia coli 
NCTC 10418, E. coli NCTC 11560 (β-lactamase 
positive), Haemophilus influenzae NCTC 4560, 
H. influenzae NCTC 11315 (β-lactamase positive), 
Pseudomonas aeruginosa NCTC 10662, 
Staphylococcus aureus NCTC 6571, Streptococcus 
pneumoniae ARL 10582. Šiame metode naudojami 
popieriniai antibiotikų diskai, kurie turi užtikrinti du 
rezultatus. Pirma, kad būtų pastovus augimo 
stabdymo zonų dydis tarp atsparių ir jautrių 
antibiotikui kultūrų, antra, kad stabdymo zonos riba 
būtų optimalioje difuzijos kreivės dalyje [50]. 
Daugeliui antibiotikų ši riba yra 6 mm nuo 
antibiotiko disko krašto (žiedinis 6 mm nekintantis 
skersmuo aplink antibiotiko diską). Nekintančio 
augimo stabdymo zonos skersmens privalumas yra 
tas, kad nereikia naudoti koncentracijų diagramų. 
Tokiam tikslumui užtikrinti naudojami specialūs 
pastovaus gamintojo antibiotikų diskai. Lėkštelių 
inkubavimo temperatūra priklauso nuo pasirinktos 
jautrios kultūros optimalios augimo temperatūros. 
Kadangi jautrios mikroorganizmo kultūros jautrumo 
antibiotikui „auksinis standartas“ yra minimali 
inhibitoriaus koncentracija (MIC) [23], visi metodai 
siejami su šia reikšme. Antibakterinės medžiagos 
kiekis nustatomas išmatavus jautrios kultūros 
augimo slopinimo zonos aplink diską skersmenį. 
 Šis metodas netrukus buvo pripažintas 
Australijos ir Azijos tyrimo laboratorijose ir iki šiol 
liko dažniausiai taikomu tyrimo metodu šiose šalyse 
[51]. Panašiai, kaip ir kituose mikrobiologiniuose 
metoduose, šio metodo tikslumas priklauso nuo 
griežto techninių reikalavimų vykdymo. Kad būtų 
išvengta neįteisintų šio metodo modifikacijų ir 
garantuotas esamo metodo patikimumas, nuspręsta 
palaikyti pastovų ryšį tarp šio metodo kūrėjų ir 
vartotojų [52]. Prieš keletą metų buvo suformuota šio 
metodo vartotojų grupė, su kuria palaikomas 
pastovus ryšys. Tokiu būdu šis metodas buvo nuolat 
tobulinamas. Pradedant originaliu CDS metodo 
aprašymu ši grupė papildė ir aprašė atnaujintą 
metodą, išleisdama 11 naujų biuletenių. Per tą laiką 
metodas buvo tobulinamas, praplečiant jo galimybes 
ištirti platesnį spektrą antibakterinių medžiagų, su 
kuriomis vis dažniau susiduria laboratorijos. 
Nežiūrint visų pataisymų, CDS metodo pagrindą 
sudarantys principai išliko tie patys − pirma, metodas 
turi būti kalibruojamas kiekvieną kartą prieš tiriant 
skirtingą antibiotiką, antra, tyrėjas privalo laikytis 
visų metode numatytų reikalavimų, atkurdamas 
kalibravimo metu naudotas sąlygas. 
 Buvusios Tarybų Sąjungos teritorijoje 
antibiotikams mėsoje nustatyti buvo naudojama 
Sveikatos apsaugos ministerijos 1984-06-29 
patvirtinta metodika, numatanti specialios sudėties 
terpių, buferinių tirpalų, jautrių kultūrų ir 
temperatūrų panaudojimą. Lietuvoje anksčiau taip 
pat buvo naudojama ši metodika [53]. 
 Ruošiant mėsos mėginį tyrimui, padaromas 
ekstraktas sumaišant 10 g maltos mėsos su 20 ml 
atitinkamo buferinio tirpalo ir padedama į 37 °C 
temperatūros termostatą antibiotiko ekstrakcijai. 
Ekstrakcijos trukmė – 1 h, tada mėginys centrifuguo-
jamas, o tiriamas ekstraktas (du kartus pakartojant) 
po 0,05 ml sulašinamas į įdubas Petri lėkštelėse. 
Lėkštelės toliau kultivuojamos optimalioje 
kiekvienai testavimo kultūrai temperatūroje, ir po 
24 h vertinami rezultatai. Esant mėsoje antibiotikų 
likučių, aplink įdubą susidaro skaidri zona, nes 
antibiotikas difunduoja į terpę ir slopina testavimo 
kultūros augimą. Pagal zonos dydį galima spręsti 
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apie antibiotiko koncentraciją bei palyginti ją su 
standartinių antibiotikų tirpalų sudarytomis zonomis. 
 Kadangi šio metodo jautrumas yra 0,01 TV/g 
penicilino, 0,5 TV/g streptomicino, 0,5 TV/g grizino, 
0,01 TV/g tetraciklino, 0,02 TV/g cinkbacitracino, 
tokioms koncentracijoms nustatyti mėsoje turėtų būti 
tris kartus didesnė minėtų antibiotikų koncentracija. 
 Pagrindiniai šio metodo trūkumai − 
nestandartizuotos terpės ir buferiniai tirpalai, dėl ko 
atskirų laboratorijų rezultatai sunkiai sulyginami ir 
metodas nepakankamai jautrus.  
 Taikomas Vokietijoje keturių lėkštelių metodas 
[38] yra žymiai patikimesnis, nes naudojamos 
standartinės terpės, neruošiami mėsos ekstraktai, o 
tyrimo metu ant terpės su jautria testavimo kultūra 
dedami pačios mėsos diskai, taigi galima aptikti 
gerokai mažesnes mėsoje esančias antibiotikų 
koncentracijas. Vokietijoje difuzijos į agarą metodas 
pradėtas naudoti septyniasdešimtaisiais praėjusio 
šimtmečio metais. Juo buvo nustatomi antibiotikai 
skerdžiamų gyvulių mėsoje ir kituose organuose. 
Nuo 1974 metų šis metodas pripažintas oficialiu, ir 
buvo pradėta privaloma atrankinė mėsos kontrolė 
[54, 55, 56]. Tobulinant metodą, tyrimai buvo 
pradėti panaudojant dvi terpės pH reikšmes – 6,0 ir 
8,0, siekiant atskirti penicilino ir streptomicino 
grupės antibiotikus. Žinoma, kad penicilino 
išsilaikymui terpėje yra labai svarbi pH reikšmė. 
Pusės tirpale esančio penicilino kiekio suirimo laikas 
svyruoja nuo 336 valandų, esant pH 6,0, iki 0,3–
1,7 valandų, mažėjant arba didėjant pH reikšmėms 
[57]. Tobulinant šį metodą, greta skirtingų pH 
reikšmių taikymo į terpę buvo pridėta trimetoprimo. 
Ši medžiaga padidino metodo jautrumą 
sulfonamidams [37, 58, 59]. Taip buvo paruoštas 
trijų terpių metodas, susidedantis iš terpių su pH 6,0, 
pH 8,0 ir pH 7,2 su trimetoprimo priedu. Naudojama 
jautri kultūra buvo Bacillus subtilis [34, 60]. Dar 
viena šio metodo modifikacija pasiūlyta 1986 m. 
[32]. Tai dvylikos lėkštelių metodas, skirtas 
penicilino, sulfonamidų, aminoglikozidų ir 
tetraciklino grupių, spiramicinui, tilozinui ir 
linkomicinui identifikuoti. Metodo modifikacijos 
esmė − kelios skirtingos kultūros įvairios sudėties 
terpėse panaudojamos tai pačiai antibakterinei 
medžiagai nystatyti. Šiame metode naudojamos 
tokios jautrios kultūros: B. subtilis, B. cereus, 
M  luteus. Panašus yra šešių lėkštelių [61] metodas, 
kur šalia minėtų kultūrų dar naudojama E. coli. 
 Kitose šalyse mikrobiologiniai tyrimo metodai 
tobulinami panašiu keliu. Olandijoje buvo 
naudojamas metodas su jautria kultūra Sarcina lutea 
[62], o nuo 1988 metų naudojamas naujas metodas 
su B. subtilis. 
 Panašiai metodai vystėsi ir JAV. Modifikuota 
mikrobiologinio difuzijos į agarą metodo forma 
tiriamas gyvų karvių šlapimas [63]. 
 Kiekviena šalis pasirenka jai priimtiną 
mikrobiologinio tyrimo metodo variantą, todėl 
skirtingų metodų naudojimas gali turėti įtakos 
rezultatams ir jų interpretavimui [64].  
 Europos ekonominės bendrijos šalyse vartojama 
keletas EEB keturių lėkštelių metodo modifikacijų 
[42, 46, 47, 65−71]. Visuomet išlieka svarbi metodų 
palyginamumo problema. Kiekvienoje šalyje vienaip 
ar kitaip modifikuojant metodą jis lyginamas su jau 
egzistuojančiais toje šalyje patvirtintais tyrimo 
metodais. 
 Kinijoje antimikrobinių medžiagų likučiams 
nustatyti naudojami du įteisinti Kinijos nacionaliniai 
standartai [66]. Vienas − su jautria kultūra B. subtilis 
BGA ir terpe, kurios pH 6,0 ir antrasis, kuriame 
naudojamos trys jautrios kultūros B. subtilis ATCC 
6633, M. luteus, bei B. cereus var. mycoides ATCC 
11778 ir skirtingos pH (pH 6,0, pH 7,2 ir pH 8,0) 
reikšmės terpės. Panaudojant šiuos du standartus, 
Ping-Tung laboratorijoje Taivanyje atlikta EEB 
keturių lėkštelių metodo antibiotikams šviežioje 
mėsoje nustatyti modifikacija, sujungiant ir 
patobulinant abu naudojamus metodus. Kiniečių 
mokslininkai tyrimui panaudojo keturias terpes, į 
kurias įpylė tris jautrias antibiotikų kultūras: 
B. subtilis, B. cereus ir Sarcina lutea. Atlikti 
palyginamieji tyrimai parodė, kad modifikuotu 
metodu rasta 4,11 % antibakterinių medžiagų 
likučiais užterštų mėsos mėginių, tarp kurių 0,64 % 
tetraciklino ir streptomicino likučiais užterštų 
mėginių, kai tuo tarpu senaisiais metodais bendras 
užterštų mėginių kiekis sudarė 0,1 %. Modifikuotas 
metodas buvo rekomenduotas kaip oficialus metodas 
antibakterinių medžiagų likučiams maisto 
produktuose nustatyti. 
 Slovakijos respublikos Veterinarinės medicinos 
universiteto Maisto higienos ir technologijos 
departamento Mėsos higienos institute atliktas dviejų 
difuzijos į agarą metodų palyginimas. Palyginti 
metodai su jautria kultūra B. stearothermophilus var. 
calidolactis C 953 ir keturių lėkštelių metodas [72]. 
Tiriant trijų grupių viščiukų, į kurių maistą buvo 
dedamos skirtingos salinomicino dozės, skerdenas, 
skrandžius ir širdeles nustatyta, kad keturių lėkštelių 
metodas daug jautresnis salinomicino likučių 
nustatymui 4–6 diena po šėrimo, nei metodas su 
B. stearothermophilus var. calidolactis C 953. 
 Lenkų mokslininkai Rožanska H. ir Wojton B. 
parengė EEB keturių lėkštelių metodo modifikaciją, 
kurios esmę sudaro mėginio paruošimo būdo 
supaprastinimas, kai vietoj mėsos skrituliukų ant 
terpės su jautrios kultūros sporomis dedami filtrinio 
popieriaus skrituliukai, sumirkyti mėsos syvuose. 
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KTU Maisto instituto (KTU MI) Mikrobiologijos 
laboratorijoje, siekiant pritaikyti analogišką 
tiriamosios medžiagos paruošimo būdą, ištirta 
keletas faktorių, turinčių įtakos antibakterinių 
medžiagų nustatymo rezultatams: terpių sudėties 
įtaka, mėsos būsena (sušaldyta ar nešaldyta), 
antibiotikų etaloninių tirpalų koncentracija. 
Remiantis tyrimų rezultatais, parengtas modifikuotas 
antibakterinių medžiagų likučių šviežioje mėsoje 
nustatymo metodas. Modifikuotas metodas buvo 
palygintas su EEB keturių lėkštelių metodu tiriant 
prekybos tinkle įsigytos mėsos mėginius be 
antibakterinių medžiagų likučių ir mėsos mėginius, į 
kuriuos dirbtinai buvo įšvirkšta: penicilino − 
1 TV/ml tirpalo, sulfametazino − 50 µg/ml tirpalo, 
streptomicino − 50 µg/ml tirpalo ir minėtų trijų 
antibakterinių medžiagų mišinio. Tyrimų rezultatai 
parodė, kad pagal jautrumą abu metodai lygiaverčiai. 
Modifikuotu metodu galima tirti ne tik užšaldytus, 
bet ir atšaldytus mėginius.  
 Buvo atlikti tarplaboratoriniai palyginamieji 
tyrimai, kurių duomenys sutapo 100 %. 
Modifikuotas EEB keturių lėkštelių metodas 
įtrauktas į Antibakterinių medžiagų likučių šviežioje 
mėsoje nustatymo reglamentą, patvirtintą 
ŽŪ Ministro [68]. 
 Visiškai išvengti užterštos antibiotikais maisto 
žaliavos patekimo į rinką nepavyksta net ir esant 
griežtai kontrolei ar taikant jautrius metodus. Štai ir 
Vokietijoje iš 300 000 žalios mėsos mėginių 0,7 % 
rasta su antibiotikais, o tarp 180 000 įtartinų mėginių 
− net 3–7 %. Susumavus ištirtos skerdenos svorį, 
pasirodė, kad 39 000 tonos mėsos yra su antibiotikų 
likučiais [73]. Kalakutienoje taip pat randama 
veterinarinių preparatų ir nepageidaujamų pašarų 
priedų, kaip tetraciklinų, nitrofuranų, chinolono, 
kokcidiostatikų, hormonų [74]. Airijoje 1999–
2000 m., ištyrus 10 560 kiaulių skerdenų, 
antimikrobinių medžiagų likučiais užterštų rasta 
2,2 % [75]. Suomijoje antibiotikų kontrolė mėsoje 
vykdoma pagal MAF Decree on Meat Hygiene 
16/EEO/2001. Antibiotikų likučiai mėsoje nustatomi 
mikrobiologiniais metodais visuomet jei yra nors 
mažas įtarimas, kad skerdena gali būti jais užteršta 
[59]. Atlikus mėsos tyrimus antibakterinių medžiagų 
likučių rasta 0,24 % mėginių, tačiau mėginiai 
tyrimams buvo atrenkami tik tų gyvulių, kurių 
augintojai neprivalėjo deklaruoti skerdykloms apie 
gyvulių gydymą medicininiais preparatais.  
 Pastaruoju metu sprendžiant šią problemą 
stengiamasi mažinti galimo mėsos užteršimo 
antibiotikų likučiais šaltinius. Vokietijoje auginant 
kiaules 75 % atvejų atsisakyta antibiotikų priedų 
gyvulininkystės našumui didinti, jie naudojami tik 
gydymui. Tai pasidarė įmanoma dėl sumažėjusio fermų 
skaičiaus ir geresnių auginimo sąlygų, užtikrinančių 
didesnį kiaulių atsparumą ir susirgimų lokalizavimą 
[76]. Tačiau JAV apskaičiuota, kad daugiau kaip 70 % 
visų šalyje suvartojamų antibiotikų yra vienu ar kitu 
būdu sunaudojama gyvuliams gydyti arba jų augimui 
spartinti [9]. Manoma, kad tik 1 % jautienos ir 
vištienos, patenkančios vartotojams, yra „užauginta“ 
nenaudojant antibiotikų priedų [77]. 
 Lietuvoje atliktų tyrimų apimtis žymiai mažesnė, 
bet tarp tirtų mėsos mėginių taip pat buvo rasta 
mėginių su antibiotikais. Modifikuotu metodu 
KTU MI Mikrobiologijos laboratorijoje 2002 m. 
rugsėjo−spalio mėn. ištirti 52 prekybos tinkle 
įsigytos mėsos mėginiai. Trijuose iš jų (5,8 % nuo 
tirtų mėsos mėginių skaičiaus) buvo rasta 
antibakterinių medžiagų likučių. Tai rodo, kad mėsa 
su antibakterinių medžiagų likučiais patenka į 
Lietuvos rinką ir jų nustatymo problema egzistuoja. 
 
Išvados 
1. Mikrobiologiniai antibakterinių medžiagų likučių 
nustatymo šviežioje mėsoje metodai yra plačiai 
naudojami įvairiose šalyse, kadangi yra gana 
jautrūs, paprasti ir tinkami preliminariam mėsos 
tyrimui. 
2. Mikrobiologinių antibakterinių medžiagų likučių 
nustatymo gyvūniniuose maisto produktuose 
metodų jautrumas priklauso nuo pasirinktos 
kultūros, jos koncentracijos terpėje; terpės 
sudėties, pH ir kiekio Petri lėkštelėje; mėginio 
paruošimo būdo. 
3. Skirtingoms antibakterinėms medžiagoms 
nustatyti turi būti parinktos tinkamos testavimo 
kultūros, atitinkamos sudėties ir pH terpės: 
penicilinui – terpės pH 6,0 ir B. subtilis bei 
B. Stearothermophilus; chlortetraciklinui – terpės 
pH 6,0 ir B. subtilis; sulfonamidams – terpės 
pH 7,2 su trimetoprimo priedu ir B. subtilis; 
streptomicinui – terpės pH 8,0 ir B. subtilis; 
eritromicinui pH 8,0 ir M. luteus, ciprofloksacinui 
pH 8,0 ir E. coli. 
4. Mikrobiologinių metodų panaudojimas leidžia 
sumažinti lėšas, skiriamas antibakterinėms 
medžiagoms nustatyti, nes mikrobiologiniai 
metodai yra pigesni už tikslius cheminius 
metodus, kuriais pakanka patikrinti teigiamus 
mėginius. 
5. Teigiami antibakterinių medžiagų likučių 
nustatymo rezultatai, gauti mikrobiologiniais 
metodais, turi būti patikrinti instrumentiniais 
metodais, tokiais kaip HPLC (aukšto slėgio 
skysčių chromatografija), dujinė chromatografija 
ir masių spektrometrija, elektroforezė, 
radioimunologiniais ar imunofermentiniais 
metodais. 
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6. Užterštos antimikrobinėmis medžiagomis mėsos 
buvo: Vokietijoje (1993 m.) – 0,7 % bendro 
mėsos mėginių skaičiaus, Airijoje (1999–
2000 m.) – 2,2 % kiaulienos mėginių skaičiaus, 
Suomijoje (2002 m.) – 0,24 % mėsos mėginių 
skaičiaus; Kinijoje (2000 m.) – 4,11 % mėsos 
mėginių skaičiaus; Lietuvoje (2002 m.) – 5,8 % 
prekyboje atsitiktinai atrinktos mėsos mėginių 
skaičiaus. Tai rodo, kad antibakterinių medžiagų 
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J. Šalomskienė, R. Žvirdauskienė 
MICROBIOLOGICAL METHODS FOR 
DETERMINING RESIDUES OF ANTIBACTERIAL 
SUBSTANCES IN FRESH MEAT (REVIEW) 
 
Summary 
 The problem of determining antibacterial substances 
in food products is analysed in the paper. The ways 
antibacterial residues get into food are described. The 
impact of the residues on consumer health as well as on 
the technological processes of fermented animal feed is 
given attention. Methods for determining the residues of 
antibacterial substances in meat are investigated, including 
their development and improvement. Factors that 
influence the sensitivity of microbiological methods for 
determining antibacterial substances in foods, i.e. species, 
quantities of test-culture in the medium, composition and 
pH of the medium, thickness of the medium’s layer on the 
plate, etc. are analysed. The paper further discusses the 
ways the microbiological methods are modified in 
different countries. Data of contamination of meat by 
antibacterial substances in some countries are presented. 
Keywords: microbiological method, meat, antibacterial 
substances. 
 
Й. Шаломскене, Р. Жвирдаускене 
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ДЛЯ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОСТАТКОВ АНТИБАКТЕРИ-
АЛЬНЫХ ВЕЩЕСТВ В СВЕЖЕМ МЯСЕ (ОБЗОР) 
 
Резюме 
 Pассмотрена проблема определения 
антибактериальных веществ в пищевых продуктах. 
Описаны источники попадания антибактериальных 
веществ в пищевые продукты. Представлен анализ 
влияния этих веществ на здоровье потребителей и 
технологические процессы производства 
ферментируемых животных продуктов. Рассмотрены 
методы определения остатков антибактериальных 
веществ в мясе, процессы их разработки и 
совершенствования. Изучены факторы, оказывающие 
влияние на чувствительность методов определения 
остатков антибактериальных веществ: вид 
чувствительной тест-культуры, количество культуры в 
питательной среде, состав среды и еe рН, толщина 
слоя среды в чашке. Обсуждены вопросы 
модифицирования микробиологических методов в 
разных странах. Представлены данные по 
загрязнению мяса антибактериальными веществами в 
других странах. 
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